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RESUMEN 



El presente trabajo se planteo con el objetivo de evaluar un metodo alternative de control 
de nematodes agalladores de raices (Meloidogyne) a traves del use de hongos micorricicos y 
Pseudomonas fluorescens. Para la realizacion de este ensayo, se emplearon microorganismos 
aislados de cultivos organicos de tomate de arbol y que fueron reproducidos en condiciones de 
laboratorio. Se seleccionaron dos cepas de P. fluorescens en base a la produccion de acido 
cianhidrico como mecanismos de control de Meloidogyne. Ambas cepas fueron posteriormente 
inoculadas en las raices de plantas de tomate de arbol, en forma simple y en combinacion con los 
HMA. Se analizaron los efectos de ambos microorganismos sobre la infeccion de nematodes en 
raices y en el desarrollo vegetal. Los resultados obtenidos comprobaron la eficacia de la co- 
inoculacion con la cepa 1 (Z3P1) para reducir los danos producidos per el nematode y 
simultaneamente, estimularon un desarrollo considerable del sistema radical y la biomasa aerea en 
las plantas infectadas. Ademas, se obtuvieron evidencias de la capacidad que poseian ambas 
cepas bacterianas junto con los HMA para reducir el desarrollo de los nematodes y estimular la 
proliferacion y colonizacion bacteriana y micorricica. 

ABSTRACT 



The present research evaluated an alternative method of biocontrol for the root-knot 
nematodes through the use of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and Pseudomonas fluorescens 
from the root of tree tomato. To perform this test, we used isolates organic tomato crop tree, which 
were subsequently reproduced in laboratory conditions. A selection was made of the most suitable 
strains of P. fluorescens for biocontrol, through biochemical tests that allowed select two 
hydrocyanic acid producing strains, which were then inoculated into the roots of tomato plants, 
separately and in combination of AMF, analyzing their effects on nematode infection in plant 
development and pathogen reproductive capacity in roots. The results proved the effectiveness of 
the co-inoculation between the strain 1 (Z3P1) and AMF to counteract the influence of the 
nematode and stimulate considerable development of the root system and shoot biomass in 
infected plants. Control evidence was obtained of the ability that both strains showed together with 
AMF to reduce knot formation and nematode population per gram of root, while simultaneously 
stimulated spore proliferation, mycorrhizal and bacterial colonization. 
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1 INTRODUCCION 

Los problemas ambientales generados por la actividad agncola convencional han llevado a 
la busqueda de nuevas tecnologias que permitan obtener los mismos resultados sin el uso de 
plaguicidas convencionales. Los esfuerzos por reemplazar las tecnicas tradicionales de control de 
plagas, han impulsado a los investigadores a experimentar con organismos vivos y sus productos, 
como alternativas con nnenores consecuencias para el nnedio annbiente. (Atlas etal. 2001). 

El concepto de control biologico, involucra la utilizacion de organismos vivos para el control 
de una plaga especifica. El organismo control puede trabajar como un depredador, patogeno o 
compitiendo con el agente causante de la enfermedad. Las investigaciones desarrolladas en 
biocontrol, han demostrado el potencial que poseen diversos microorganismos del suelo sobre una 
gran cantidad de patogenos vegetales (Smith y Collins 2007). En el suelo, la region comprendida 
entre el sistema radicular de una planta y los microorganismos que habitan alrededor de esta, 
recibe el nombre de rizosfera. Su importancia para la planta radica en la variedad de interacciones 
ocurridas con los organismos presentes, muchas de estas funciones traen beneficios tanto para la 
planta como para el microorganismo involucrado. La actividad microbiana en la rizosfera, modifica 
constantemente las propiedades quimicas del suelo, transformando los nutrientes en formas mas 
asimilables para la planta y en otros cases, secreta sustancias que afectan el desarrollo vegetal. 
Estos organismos tambien se relacionan entre si, a traves de interacciones beneficas en unos 
cases, 0 compitiendo por los mismos recursos en otros (Atlas etal. 2001). 

Una de estas interacciones, formada por los hongos micorricicos arbusculares (HMA) y la 
porcion radical de mas del 90% de especies vegetales, ha side ampliamente estudiada. Esta 
simbiosis conocida como micorriza ha demostrado ser un fenomeno con gran potencial para la 
agricultura, ya que presenta beneficios nutricionales, al facilitar la absorcion de nutrientes y la 
induccion de resistencia a enfermedades y en el aumento de la tolerancia a condiciones 
ambientales extremas (Smith y Read, 1997). Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal 
(PGPR) son otro grupo de microorganismos rizosfericos de gran interes para la agricultura, ya que 
benefician al desarrollo y nutricion vegetal, ademas han demostrado poseer propiedades 
importantes como agentes de control biologico contra muchos patogenos. El genero 
Pseudomonas, es uno de los grupos de PGPR mas estudiados en la actualidad, ya que es un 
genero ampliamente distribuido en los suelos del planeta (Mandigan, et al., 2003). Dentro de las 
investigaciones realizadas, Pseudomonas fluorescens encabeza la lista de especies analizadas 
como agente de control biologico, debido a su capacidad para colonizar la rizosfera de un amplio 
range de especies vegetales, y porque posee un metabolismo versatil, que le permite ser cultivada 
sin dificultades. Los ensayos que se han realizado sobre diversas cepas de esta especie para 
control biologico, han demostrado su eficacia contra una gran variedad de patogenos (Atlas et al. 
2001). Una de las plagas mas representativas a nivel mundial esta causada por nematodes 
agalladores de raices del genero Meloidogyne. Estos parasites habitan casi todos los suelos del 
planeta y afectan indistintamente alrededor del 90% de especies de interes agricola (Siddiqi, 2000). 
Los ensayos realizados con PGPR, particularmente con P. fluorescens, al igual que con HMA, han 
comprobado que estos microorganismos son capaces de controlar la infeccion, atenuando los 
efectos del ataque de este nematode en las raices de las plantas y disminuyendo el desarrollo y 
reproduccion de las larvas. Estos dos especies, al trabajar en conjunto, han logrado aumentar los 
efectos, en comparacion con otras PGPR (Siddiqui y Mahmood, 2001). 

Aunque se han realizado diversos estudios que comprueban la eficacia de ambos 
microorganismos como agentes de control contra Meloidogyne, no se han reportado ensayos que 
evaluen los efectos en tomate de arbol. La incidencia de los nematodes noduladores de raices en 
el cultivo de tomate de arbol es tal, que es apremiante el desarrollo de una metodologia que 
minimice los efectos que producen los nematodes, evitando el uso de pesticidas que han dahado la 
microbiota natural beneficiosa para el suelo (Leon, etal., 2004; MAGAP, 201 1). 

Ante esta problematica se planteo este ensayo con el objetivo de evaluar los efectos de la 
inoculacion combinada de HMA y P. fluorescens en plantas de tomate de arbol infectadas con 
nematodes. 
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2 MATERIALES Y METODOS 



2.1 Seleccion del material vegetal. 



Las plantas de tomate de arbol de la variedad "amarilla" empleadas en el ensayo, fueron 
obtenidas de la empresa Agrobiotech, Sangolqui. Estas fueron germinadas in vitro a partir de 
semillas y se aclimataron a sustrato esteril. 



2.2 Material biologico 



Obtencion del inoculo de hongos mlcorn'cicos arbusculares 



Los HMA fueron aislados a partir de muestras de suelo provenientes cultivos organicos de 
tomate de arbol. Estas muestras fueron procesadas por la tecnica de tamizado humedo propuesta 
por Genderman y Nicholson, citado y modificada por Herrera et al. (2004). En las fracciones 
obtenidas del procesamiento de suelo se aplico la tecnica de tamizado y centrifugacion para la 
extraccion de esporas de HMA. Las esporas aisladas fueron sembradas en las raices de plantas 
recien germinadas de cebada, a razon de 20 esporas por planta, en arena de rio esterilizada, en 
cajas Petri durante un mes. Se realize un total de 30 cultivos, sometidos a luz solar indirecta. 
Posteriormente, los cultivos fueron trasladados a macetas con un sustrato esteril compuesto de 
tierra negra (50%), turba (25%) y cascarilla de arroz (25%), donde se sembraron semillas de 
cebada y se mantuvieron a temperatura ambiente con un fotoperiodo de 12 horas de luz 
fluorescente durante 3 meses. 



Obtencion del inoculo de Pseudomonas fluorescens 



De las cepas de P. fluorescens previamente aisladas de la rizosfera de cultivos de tomate 
de arbol en el Laboratorio de Microbiologia del Suelo, se seleccionaron las cepas bacterianas por 
la produccion de acido cianhidrico, segun la tecnica propuesta por Lorck (1948). La prueba 
realizada permitio la seleccion de dos cepas potencialmente aptas como agentes de control 
biologico contra IVIeloidogyne, a traves de la produccion de HCN. 



Obtencion de nematodos agalladores de raices (Meloidogyne spp.) 



Los nematodos aplicados en el ensayo fueron aislados de cultivos de tomate de arbol que 
presentaban los sintomas caracteristicos de la enfermedad. Para la identificacion del genero 
l\/leloidogyne, se identificaron patrones morfologicos de macho y hembras. El aislamiento de estos 
microorganismos se realize a traves de la tecnica de tamizado propuesta por Hooke (1970) citado 
por Zuckerman, et al. (1985). Para la posterior inoculacion de este parasite, se propago en plantas 
de tomate rihon var. "Sheila-Victory" cultivadas en macetas individuales, con sustrato esteril 
compuesto por: tierra negra (50%), turba (25%) y cascarilla de arroz (25%). Este cultivo fue 
mantenido por un periodo de 50 dias para conseguir un numero adecuado de parasites para el 
ensayo final. 
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2.3 Dlseho del ensayo 



Se empleo un diseno completamente al azar con un arreglo factorial 2x3x2, el factor A 
correspondiente a la dosis esporas de HMA (MO: control con 0 esporas/g y M1 con una 
concentracion 15 esporas/g). El factor B con las dos cepas de Pseudomonas fluorescens (PO: 
control con 0 UFC/ml, P1: Cepa 1 en una concentracion de 1.5E+8 UFC/nnI y P2: cepa 2 en una 
concentracion de 1.5E+8 UFC/ml). El factor C que representa a la dosis de Meloidogyne (NO o 
control con 0 juveniles/ml). Cada planta de tomate de arbol fue tomada como una unidad 
experinnental, obteniendo en total 12 repeticiones por cada tratanniento, es decir que el ensayo 
estuvo constituido por un total de 144 plantas. 



2.4 Montaje del ensayo final 



Este ensayo tuvo una duracion de 90 dias a partir del transplante de plantas de tomate. 
Las plantas fueron mantenidas en una camara de crecimiento, en donde se les suministro solucion 
de Hewitt durante 30 dias. El sustrato empleado estuvo compuesto de tierra negra (50%) turba 
(25%) y arena de rio (25%), esterilizadas por medio de calor humedo (a 120-C y 15psi durante 15 
minutes). Se adicionaron 140 gramos de inoculo micorricico con una concentracion de 15 esporas 
por gramo. Se inocularon 20 ml de las cepas de rizobacterias 30 dias despues del transplante con 
una concentracion de 1 .5x10^ celulas/ml. Para los tratamientos que no poseen bacterias, se aplico 
con solucion salina esteril al 0,85% de NaCI. Los nematodes cultivados en las plantas de tomate 
rinon, fueron extraidos a traves de la tecnica de macerado y filtrado para alcanzar una 
concentracion aproximada de 200 nematodos/ml en agua destilada esteril, alcanzando 2000 
nematodes por planta. Las plantas fueron infectadas con nematodes 60 dias despues del ensayo. 



2.5 Evaluaclon de las variables 



Las variables de respuesta fueron tomadas al finalizar el ensayo 90 dias despues de su 
inicio. La medicion de la altura, perimetro, area foliar, peso aereo y radical correspondieron a la 
evaluacion del desarrollo vegetal de las plantas. El porcentaje de agallamiento fue calculado por 
medio de la tecnica propuesta por Baker (1985) citado por Zuckerman, et al. (1985). Para evaluar 
la poblacion de nematodes juveniles se aplico la tecnica de propuesta por Hooke (1987). En el 
conteo de la poblacion bacteriana que colonizo la raiz, se aplico la tecnica de conteo en placa de 
las unidades formadoras de colonias (UFC). El sustrato resultante del ensayo, fue procesado por la 
tecnica propuesta por Genderman y Nicholson, modificada por Herrera etal., 2004 y a continuacion 
se realizo la extraccion de las esporas de HMA, empleando el metodo de tamizado y 
centrifugacion. Para el calculo del porcentaje de colonizacion se empleo la tecnica propuesta por 
Phillips & Hayman (1970). 



2.6 Analisis estadisticos 



Los dates obtenidos en el desarrollo vegetal fueron analizados a traves de un analisis de 
varianza (ANOVA) con una comparacion de medias aplicando la prueba LSD de Fisher (95 % de 
confianza). 

En la cuantificacion de la poblacion de nematodes se calcularon las siguientes variables: 
nematodes por gramos de raiz, poblacion final por raiz y tasa de reproduccion. Los dates fueron 
evaluados a traves del analisis de varianza y LSD de Fisher al 95% de confianza. 
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La evaluacion de la simbiosis micomcica se llevo a cabo analizando el numero de esporas 
producidas por gramo de suelo y el porcentaje de colonizacion. El analisis de varianza y la prueba 
de Tukey, fueron empleados para el analisis de los dates. 

Para analizar las concentraciones bacterianas obtenidas se aplico una prueba de Tukey al 
5% y analisis de varianza. 



3 RESULTADOS 



3.1 Evaluacion del desarrollo vegetal 



La prueba LSD de Fisher mostro un desarrollo significative en el peso radical de las plantas 
infectadas por nematodes que fueron inoculadas con la cepa 1 (fig. 1). El largo de raiz fue 
estimulado significativamente solo por la inoculacion con HMA en presencia de nematodes (fig. 2). 
En el peso aereo, se observe que la inoculacion conjunta de P. fluorescens (cepa 1) y HMA 
produjo un desarrollo significative de las plantas infectadas por Meloidogyne (fig. 3) En las plantas 
sanas, la cepa 2 produjo un aumento significative sobre el peso radical al compararlos con las 
plantas control (libres de microorganismos) (fig. 1). 



Largo de raiz 




□ Sin micorrizas 
■ Con micorrizas 



Figura 1. Efecto de la interaccion de 
Pseudomonas con nematodes en el peso 

radical. 



Peso radical 



Sin Pseudomonas 



Pseudomonas 1 




Pseudomonas 2 



Figura 2. Efecto de la interaccion micorrizas 
con nematodes en el largo de raiz. 




Peso aereo 



Pseudomonas 
□ Pseudomonas 1 



Figura 3. Efecto de la interaccion de 
micorrizas con Pseudomonas en el peso 

aereo. 
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3.2 Evaluacion de la infeccion por Meloidogyne 



Todas las plantas co-inoculadas con HMA y con las dos cepas bacterianas, desarrollaron 
los indices de agallamiento mas bajos (fig. 4), corroborando que al igual que en el desarrollo 
vegetal, la inoculacion conjunta atenua los efectos producidos por los nematodos. La inoculacion 
de HMA redujo significativamente el indice alcanzado por el tratamiento con nematodos, pero no 
consiguio alcanzar los niveles de la inoculacion conjunta con P./ (fig. 4). 
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Figura 4. Efecto en el indice de 
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Figura 5. Efecto del factor micorrizas en el 
numero de nematodos por gramo de raiz. 



El numero de nematodos calculado por gramo de raiz es una variable que disminuye con 
la adicion de HMA. El tratamiento inoculado unicamente con nematodos presenta la mayor 
cantidad de estos parasites (730/ gramo de raiz) comparandolo con los tratamientos que poseen la 
inoculacion de micorrizas y bacterias que resultan significativamente inferiores (540/ gramo de 
raiz). No se observaron diferencias significativas entre tratamientos de la poblacion final y la tasa 
de reproduccion de Meloidogyne. 



3.3 Evaluacion de la colonizacion de hongos micorncicos arbusculares 



La inoculacion combinada con cualquiera de las dos cepas estimulo significativamente a la 
esporulacion de HMA, sin que la presencia de nematodos afecte a la produccion de esporas 
micorricicas, ya que no se observaron diferencias significativas entre tratamientos inoculados y 
libres de parasites (fig. 6). 
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Figura 6. Efecto del factor Pseudomonas en el numero de esporas por gramo de suelo. 
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Los dos tratamientos que poseian la combinacion de HMA con rizobacterias desarrollaron 
el mayor porcentaje de colonizacion (fig. 7) juntos fueron superiores estadisticamente a las plantas 
colonizadas solo con micorrizas. La combinacion de HMA y P.f. mejora la colonizacion micomcica, 
aunque no alcanza a contrarrestar el efecto de los nematodes, que afectan negativamente a las 
micorrizas, disminuyendo el porcentaje de colonizacion (fig. 8). 
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Figura 7. Efecto del factor Pseudomonas 
en el porcentaje de colonizacion de HMA. 



Figura 8. Efecto del factor nematodos en el 
porcentaje de colonizacion de HMA. 



3.4 Evaluacion de la poblacion de Pseudomonas fluorescens 



Los analisis demostraron que tanto la inoculacion de hongos micorricicos como la 
presencia de nematodos produjeron diferencias significativas en la poblacion de bacterias. Al 
analizar la interaccion entre HMA y nematodos, se observo claramente que la presencia de los dos 
organismos aumento significativamente el numero de UFC (fig. 10a). La presencia de hongos 
micorricicos estimulo significativamente la reproduccion de la cepa 1 (fig. 10b). 





Figura 10. Efecto en el conteo de UFC por gramo de raiz de los factores: a) Micorrizas con nematodos. b) 

Micorrizas con Pseudomonas 
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4 DISCUSION Y CONCLUSIONES. 



4.1 Evaluacion del desarrollo vegetal de plantas de tomate de arbol 
(Solarium betaceum) 



El analisis de varianza realizado en las variables de crecimiento revelo la influencia de la 
cepa 1 de P. fluorescens en el crecimiento vegetal en las plantas infectadas con Meloidogyne. En 
el peso radical, se observa la significancia que tuvo la interaccion entre Pseudomonas y 
nematodos, confirmando los efectos de la cepa 1 sobre la infeccion de Meloidogyne y la influencia 
en el crecimiento que tuvo la cepa 2 en las plantas sanas (fig. 1). Al evaluar el peso aereo se 
observa que aunque la presencia de nematodos redujo significativamente el peso aereo de todas 
las plantas infectadas, la cepa 1 controlo efectivamente al parasite produciendo un crecimiento 
considerable de la biomasa aerea (fig. 3). La interaccion de HMA y Pseudomonas (cepa 1) 
demostro ser muy util en el control de Meloidogyne estimulando el desarrollo aereo en todas las 
plantas. Estos analisis sugieren que la cepa 1 (Z3P1) posee mayor eficacia en comparacion con la 
cepa 2 para contrarrestar la infeccion por nematodos agalladores en el desarrollo vegetal, 
probablemente debido a que la produccion del HCN podria alcanzar niveles superiores en esta 
cepa. El HCN es un metabolite con propiedades nematicidas, capaz de atenuar la reproduccion e 
infeccion de Meloidogyne (Siddiqui_ef a/2005 ; Siddiqui, etal. 2006). 



En el case de los HMA, se observe que estos impulsaron el desarrollo de la biomasa 
radical tanto en plantas sanas como enfermas. En cuanto a la longitud, al analizar la interaccion 
entre HMA y Meloidogyne, se observe que los hongos permiten un mejor crecimiento longitudinal 
de las raices bajo los efectos de Meloidogyne, que aquellas libres de HMA que poseian parasites 
(fig. 2). 



4.2 Evaluacion de la infeccion por Meloidogyne 



La combinacion de HMA con las cepas bacterianas redujo el indice agallamiento de forma 
significativa en comparacion con la inoculacion simple con HMA. Cabe agregar que todos los 
tratamientos que incluian microorganismos benefices redujeron el mdice de agallamiento de forma 
significativa con respecto tratamiento que solo poseia nematodos. Entre los efectos reportados de 
las asociaciones entre HMA y P. fluorescens contra nematodos agalladores, se ha observado la 
reduccion en la capacidad reproductiva de estos parasites, reflejada en la disminucion de la 
cantidad de huevos producidos como en la supervivencia de los juveniles capaces de infectar las 
raices debido a la produccion de HCN (Siddiqui y Mahmood, 1997; Moens, etal., 2001 ; Mahmood, 
et al., 2011). Es probable que nuestras cepas, posean efectos toxicos producidos por el mismo 
metabolite, que disminuyeron la poblacion de nematodos por gramo de raiz. La presencia de 
ambos microorganismos benefices estimula el desarrollo radical y al mismo tiempo reduce el 
numero de nematodos. Si bien este efecto se puede observar en los tratamientos que solo llevan la 
inoculacion simple de cada microorganismo es mayor en los tratamientos co-inoculados. 



4.3 Evaluacion de la colonizacion de hongos micorncicos 



La colonizacion micorricica al igual que en la produccion de esporas, fue estimulada por la 
presencia de Pseudomonas, ambas cepas influenciaron en todos los tratamientos que poseian la 
CO - inoculacion con HMA. Por otra parte se ha descrito que P. fluorescens es capaz de producir 
enzimas que suavizan la corteza radical, facilitando el ingreso del micelio micorricico y aumentando 
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el grado de colonizacion. Esta especie bacteriana produce una serie de metabolites que estimulan 
la esporulacion de HMA, influenciando tanto el crecimiento del micelio como la reproduccion de 
hongos micorricicos (Linderman 1992; Muthula, et al., 2010; Smith y Read, 2007). Aunque no se 
observo que la infeccion de Meloidogyne afecte a la cantidad registrada de esporas producidas, si 
se encontraron efectos negatives en cuanto al porcentaje de colonizacion, mostrando que los 
nematodes fitoparasitos redujeron la colonizacion micorricica de forma considerable en todos los 
tratamientos. Varies autores que confirman este resultado (Siddiqui y Mahmood, 1997, Siddiqui y 
Mahmood, 2001; Siddqui et al., 2005) sugieren que en este fenomeno, los nematodes infectan 
raices y producen el ensanchamiento del tejido radical, con la formacion de los nodules que 
impedirian que se produzca la colonizacion micorricica. 



4.4 Evaluacion de la poblacion de P. fluorescens 



Tanto la micorrizacion como la infeccion de nematodes estimularon la reproduccion 
bacteriana. Las raices de las plantas inoculadas con los tres microorganismos poseian las 
poblaciones mas elevadas de UFC per gramo de raiz, siendo la cepa 1 (Z3P1) la de mayor 
crecimiento. La micorrizosfera provee de un ambiente propicio para la proliferacion de esta especie 
bacteriana, a traves de la produccion de acidos organicos volatiles, fijacion de nitrogeno y 
solubilizacion de fosforo, comprobando los beneficios que aporta la interaccion de HMA y bacterias 
promotoras de la micorrizacion (Linderman, 1992). 



5 RECOMENDACIONES 



Se recomienda el desarrollo de ensayos (en condiciones controladas de invernadero) con 
mayor numero de repeticiones, para determinar los efectos en el crecimiento y la produccion en 
plantas de tomate de arbol tratadas con la combinacion de microorganismos benefices e infectados 
de Meloidogyne. >4dicionalmente se sugiere determinar las especies de Meloidogyne que atacan al 
tomate de arbol, para realizar ensayos especificos de control biologico. 

Se deberian utilizar diferentes mezclas de sustratos para evaluar la influencia del suelo 
sobre la interaccion de los microorganismos benefices en el desarrollo vegetal, como en la 
infeccion y la reproduccion de Meloidogyne. El analisis de la concentracion de nutrientes en las 
plantas y sustrato permitiria evaluar como afectan estos microorganismos a la absorcion de 
nutrientes per parte de las plantas. 
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